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INVESTIGACION ORIGINAL

Nueva técnica colorimétrica para la determinacion de nitratos en el plasma

Fernando Palomino, MD., Profesor Asistente, Unidad de Fisiologia. Manuel Rojas, MVD., Docente Ocasional, Unidad de Toxicologia,
Departamento de Ciencias Fisioldgicas. Facultad de Medicina. Mauricio Beltrdn, BLC., Laboratorio Clinico Central. Hospital San

Juan de Dios. Universidad Nacional de Colombia.

Se presenta una nueva técnica colorimétrica para la cuantificacion de la concentracion del ién nitrato en el plasma. El método se
basa en la reaccién de nitracién del dcido salicilico en medio 4cido con 1a formacién de un compuesto con un pice de absorcién en
410 nm. El limite de deteccidn es alrededor de 0.1 mmol/l y la linearidad llega hasta 9.46 mmol/l de NO3 . Se hace una comparacién
con otras técnicas publicadas para la determinacion de nitrato.

SUMMARY

1t presents a new colorimetric technique for quantification of plasma nitrate ion concentration. The method is based upon the
nitration reaction of salicilic acid in acidic media with the formation of a compound with an absorption peak at 410 nm. The
detection limit is about 0.1 mmol/l and linearity up to 9.46 mmol/l NO3. It makes a comparison with other published techniques

for nitrate determination.

INTRODUCCION

En el pasado el i6n nitrato (NO3) ha
sido de interés como sustancia
causante de intoxicaciones agudas
poco frecuentes en humanos, pero
muy importantes en el ganado
(1,2,3), siendo responsable de esta
toxicidad su capacidad para relajar
al misculo liso y para oxidar la
hemoglobina a metahemoglobina
4,5).

En las ultimas décadas se ha venido
dando  atencién al  nitrato
(principalmente al contenido en los
alimentos) como agente etioldgico del
adenocarcinoma géstrico. Se ha
documentado suficientemente una
correlacién directa entre la ingesta de
nitratos inorganicos y la frecuencia de
cancer gastrico (6,7,8,9,10). Los
nitratos presentes en el estbmago son
reducidos a nitrito, principaimente en
presencia de hipoclorhidria (11). El
nitrito, a su vez, reacciona con aminas
orgdnicas para formar nitrosaminas
(12,13), las cuales ejercen un efecto
carcinogénico directo sobre la mucosa
gastrica (14,15).

Mais recientemente, el incremento del
interés cientifico sobre el i6n nitrato
se debe al descubrimiento de la
importancia fisiolégica del 6xido
nitrico (NO) (16,17), el cual se ha
caracterizado como mediador de la
inflamacién y como agente
antitumoral en la respuesta inmune
(18,19,20,21), como neurotransmisor
central y periférico (22,23) y como
regulador periférico de la presion
arterial y del flujo sanguineo
(24,25,26).

El producto estable principal del
catabolismo del 6xido nitrico es el
nitrato (19,21), por suerte que la
produccién de NO se sucle
determinar midiendo el nitrato.

Los hechos citados han obligado a
buscar técnicas de laboratorio que
permitan una determinacién facil,
sensible y lineal de nitrato en el
plasma y otros liquidos biolégicos.
Diversas metodologias se han
utilizado para la determinacién de
nitratos en especimenes bioldgicos,
aguas, suelos y alimentos. Dentro de
estas se encuentran técnicas

colorimétricas directas e indirectas
luego de la conversidon de nitrato a
nitrito (27,28,29,30,31,32), fotomé-
tricas UV (33), cromato-graficas -
gas/liquido y HPLC- (34,35,36) y
electroquimicas (37).

Varias de las anteriormente
mencionadas presentan deficiencias
por falta de sensibilidad o de
linearidad, o bien, por escasa
reproducibilidad. Otras requieren
equipamiento complejo y costoso vy,
todas son laboriosas y demoradas,
dificultandose por lo tanto el estudio
del metabolismo del 6xido nitrico y
del nitrato, asf como el diagnéstico
toxicolégico de este dltimo. Estas
consideraciones, reforzadas por la
experiencia previa con varias de
estas técnicas, motivaron el
desarrollo de una metodologia
colorimétrica sensible, rédpida,
sencilla y al alcance de los
laboratorios sin equipamiento
complejo, para la determinacién de
la concentracién de nitratos en el
plasma (con posibilidad de adaptarse
a otros liquidos biolégicos) y cuyas
caracteristicas se presentan en este
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trabajo. La metodologia de
laboratorio en cuestiéon ha sido
probada y utilizada en trabajos de
campo en estudios sobre la nitrato-
nitrito toxicosis en ovinos y bovinos
(38,39) .

Para el desarrollo de la téc nica se
decidié explotar la reaccién de
nitracién de los compuestos
aromdticos, la cual se usa para la
determinacién de la concentracién de
algunos de estos, p.ej. el salicilato
(40,41), y que fué utilizada por
Cataldo y cols. (31) para la
determinacién de nitratos en
extractos acuosos de tejidos
vegetales.

METODO :
1-Muestra :
Plasma (separado préntamente)

Anticoagulante : EDTA al 10% (p/v)
en agua, en la proporcién de 4 gotas
(80 ul) para 5 ml de sangre.

2-Desproteinizacion :
Cloruro mercirico (HgCl)

al 5% (p/v) en agua 1.0 ml
Carbonato de sodio 0.5M 1.1 ml
Plasma 0.9 ml

Agitar, dejar reposar 2 minutos y
centrifugar a 1500-2000 G durante 5
minutos. Se obtiene un sobrenadante
incoloro y libre de turbidez, el cual
se utiliza a continuacién para la
reaccién de color.

3-Reaccion de color:

a) Reactivos:
Reactivo A: Acido salicilico al 8%
(p/v) en dcido sulfirico
concentrado.
Reactivo B: NaOH 2.5 N.

b)Reacciodn:

Primera fase:

Mezclar en tubos de ensayo 16 x 150
mm:
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0.4 ml
1.0 ml

Reactivo A
Deproteinizado

Esta reaccién es exergénica y deben
tenerse precauciones con las
salpicaduras de dcido sulftirico.
Dejar reposar 30 minutos.

Segunda fase:

Agregar al tubo de ensayo 8.0 ml de
reactivo B ; mezclar bien y leer la
absorbancia a 410 (405-415) nm de
longitud de onda, contra blanco
preparado utilizando agua
desionizada en lugar de plasma.

Calcular la concentracién de nitrato
(NO3) en la muestra a partir de una
curva de calibracion realizada con
soluciones de nitrato de sodio
(estandares) en solucién salina
fisiologica (NaCl 0.9%) con
concentraciones entre 0 y 660 ppm
de NO3. Estos estadndares de
calibracién se preparan a partir de
NaNO3 anhidro grado analitico. El
estandar de concentracidén cero es
tomado como patrén negativo.

La concentracién final de dcido
salicilico obtenida antes de la lectura
fotométrica es 0.34% (246.19 mM).

RESULTADOS

1-Caracterizacion del compuesto
formado:

El espectro de absorcién del 4dcido
salicilico (disuelto en 4cido
sulfirico) se presenta en la Figura la
y, aquel del compuesto formado
luego de reaccionar con el NO3 (1.0
mmol/l en solucién acuosa) sec
presenta en la Figura 1b.

El 4cido salicilico disuelto en acido
sulfirico presenta tres picos de
absorbancia : 206, 232, y 296 nm,
caracteristicos de la di-substitucion
sobre el anillo aromdtico (R1 =

Abs

ner

Figura la. Espectro de absorcion del dcido
salicilico disuelto en dcido sulfirico.
(hp diode array; 2nm ancho de banda).

2 aps

460

nm

Figura 1b. Espectro de absorcidn del compuesto
formado tras la reaccién del nitrato con el dcido
salicilico en medio dcido.

(hp diode array, 2nm ancho de banda).

COOH y R2 = OH en posicién
“para”) con un corrimiento hacia el
rojo de la banda primaria (203.5 nm)
por el pH dcido. El compuesto
formado luego de la reaccién muestra
cinco picos de absorcién: 208, 232
(solapado), 260, 298 y 410 nm. Los
picos a 208 y 298 nm son
equivalentes a aquellos del acido
salicilico en 206 y 296 nm (el
desplazamiento de 2 nm en ambos
puede interpretarse como un
corrimiento al UV por el cambio de
pH generado por la adicién final de
NaOH). La aparicién del pico en 260
nm corresponderia al corrimiento de
la banda de 232 nm del acido
salicilico debido a la nitracién del
anillo bencénico en posicién “meta”
ylo “para” al carboxilo (42). El pico
observable en el visible (410 nm
méx), corresponderia a un
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desplazamiento de 114 nm hacia el
rojo del pico a 296 nm del 4cido
salicilico por nitracién en posicién
“para” al hidroxilo (42,43). La
persistencia, aunque con intensidad
muy disminuida, de un pico a 296-
298 nm indicaria la remanencia de
moléculas sin reaccionar con el NO3,
o bien, la nitracién en posicién
“meta” al hidroxilo, en cuyo caso
sucede un corrimiento de 65 nm de
la banda a 232 nm (42). Por
consiguiente, en las condiciones de
ensayo, sucede la formacién de los
compuestos 1-OH,3-Nitro benzoico
y 1-OH,4-Nitro benzoico (Cl1 y C2
respectivamente en la Figura 2),
siendo responsable de la absorcién
en el visible (410 nm) el compuesto
C2. Las estructuras propuestas
corresponden a productos de
nitracién de la molécula del 4cido
salicilico. La nitracién del benceno
y sus derivados sucede por reaccién
con el 4cido nitrico en 4cido
sulfirico concentrado (44), en la cual
el reactante es el i6n nitronio.

COOH COOH
OH OH
NOg
(03 ]
NO,
COOH COOH
OH OH
NOg
c2
NO,

Figura 2. Estructuras propuestas, con base en
espectroscopia de absorcién UV-VIS, para el
compuesto formado por nitracion del dcido
salicilico.

El espectro detallado en la region
NUV-VIS del compuesto formado
aparece en la Figura 3. Se encuentra
un lambda maximo = 410 nm, con un
pico casi simétrico alrededor de
dicha longitud de onda y con un
ancho de banda considerable (78.4
nm), lo cual hace posible la lectura
colorimétrica en longitudes de onda
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- Tabla 1. Valores de absorbancia obtenidos para
= T T T T T T concentraciones de nitrato entre 25 y 600 ppm en
L J agua.
NO3 ™
ppm mmol/1  Absorbancia C.Extincion
25 0.403 0.030 0.0744
50 0.806 0.065 0.0806
I 75 1.209 0.101 0.0835
100 1.612 0.125 0.0775
° " " " N . N 150 2.419 0.210 0.0868
340 A 480 300 4.838 0.405 0.0837
600 9.467 0.818 0.0864
Figura 3. Detalle de la regidn NUV-VIS del B 0.0818
espectro del compuesto formado por nitracion = :
del dcido salicilico.
(hp diode array; 2 nm ancho de banda). (*) UAbs/mmol/1/cm
diferentes a 410 Abs
1.0 ¥
nm. A la 1
longitud de onda L
propuesta para 8]
la lectura colori-
métrica no o5+
existen inter-
ferencias e ¢ 099
fotométricas con
ninguno de los 02
dos reactivos,
los cuales no )
presentan ° ‘;o 100 1'50 3'00 :327’:123 Dvmv
. 838 NGz mmol/i
absorcién de luz oroe 1o 248 -

en esta regidn

en agua a 410 nm (*).
del espectro. 8 ()

2-Linearidad y sensibilidad de la
prueba:

Los valores de absorbancia y los
coeficientes de extincién obtenidos
utilizando estdndares de nitrato de
sodio  equivalentes a una
concentracion de i6n nitrato entre 25
y 600 ppm se presentan en la Tabla
1. La reaccidén es lineal en todo el
rango mencionado (Figura 4), siendo
la reaccién estequiométrica hasta por
lo menos una concentracién de NO3
de 600 ppm (9.46 mmol/l); para
muestras con una concentracién de
nitrato superior a 1000 ppm es
necesario hacer una dilucién de la
misma. El coeficiente de extincién
promedio es de 0.0818 +/- 0.0004
UAbs/mmol/l. El limite de

Figura 4. Curva de calibracion para la determinacion de nitrato disuelto

(Carl Zeiss Spekol 10; 8 nm ancho de banda). (*)Promedio de cinco
determinaciones seriadas

sensibilidad se encuentra alrededor
de 6.2 ppm NO3 (0.1 mmol/l); sin
embargo, la sensibilidad puede
mejorarse utilizando cubetas de
mayor recorrido optico (los datos
aqui presentados se obtuvieron con
cubetas de 1 cm de paso de luz).

3-Estabilidad de color:

El color obtenido es estable por lo
menos durante 30 minutos luego de
adicionar el NaOH.

4-Interferencias:

a)Interferencia del cloruro:

La gran mayoria de las técnicas
publicadas para la determinacién del
nitrato sufren una marcada
interferencia por el cloruro. La
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técnica aqui presentada fué probada
con diferentes concentraciones de
cloruro adicionadas a la muestra. En
la Tabla 2 se presentan los datos
obtenidos para estdndares de nitrato
entre 25 y 600 ppm disueltos en
solucién salina fisiolégica
(concentracién de Cl = 155 mmol/l).
En este caso, comparativamente con
las soluciones acuosas, se observo un
ligero incremento de la absorbancia
en la reaccién. La concentracién de
Cl utilizada fué méds de 16 veces
mayor a la mdxima de nitrato, por
suerte que el cambio observado en el
coeficiente de extincién promedio de
0.0036 Uabs/mmol/l equivale a un
cambio de 2.32 x 10(Exp -3) Uabs/
mmol/l, cifra no muy importante si
se compara con el coeficiente de
extincién encontrado para NO3. Sin
embargo, se recomienda realizar la
curva de calibracién utilizando
solucién salina.

Tabla 2. Valores de absorbancia obtenidos para
concentraciones de nitrato entre 25 y 600 ppm en
NaCL 0.9%. Curva de calibracion.

NO3 )
ppm mmol/l1  Absorbancia C.Extincién
25 0.403 0.032 0.0794
50 0.806 0.066 0.0818
75 1.209 0.106 0.0976
100 1.612 0.128 0.0794
150 2419 0.218 0.0901
300 4.838 0.429 0.0886
600 9.467 0.862 0.0910

X = 0.0854

(*) UAbs/mmol/1/cm

b)Interferencia del nitrito :
Andlogamente a lo que sucede con
otras técnicas fotométricas,
cromatogréficas y electroquimicas
para la determinacidn de nitrato, este
método presenta una fuerte
interferencia por el nitrito. Dicha
interferencia es diréctamente
proporcional y lineal a Ia
concentracién de nitrito. La
significancia de esta interferencia
por NO2 en muestras de plasma se
discute mds adelante.
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La figura 5 presenta las absorbancias
para concentraciones de NO2 en
solucién salina, en el rango de 25 a
600 ppm (1.08 a 13.04 mmol/l). El
coeficiente de extincién promedio
obtenido para el nitrito es de 0.0244
+/- 0.0016 Uabs/mmol/l y es
equivalente al 29.8% de aquel del
nitrato. Por lo tanto, para corregir el
efecto de la interferencia por el
nitrito se debe encontrar Ila
concentracion de este en la muestra,
por ejemplo mediante la reaccién con
Naftil-etilen-diamina (NEDA)(30),
luego multiplicar esta concentracién
por el coeficiente de extincién para
el nitrito en la técnica del 4cido
salicilico, para asi obtener la
absorbancia calculada debida a NO2;
a continuacién se calcula la
“absorbancia corregida” debida al
nitrato “verdadero”:

’ Abs. corregida = Abs. obtenida - 0.0244 [NOZU

A partir de la absorbancia corregida
y utilizando la curva de calibracién
(Figura 4) se obtiene la
concentracién de nitrato.

acuosas de hidréxido de amonio,
urea, anilina y asparagina en
concentraciones de 5 y 10 mM. Los
valores de absorbancia obtenidos se
presentan en la Tabla 3. Estos datos
muestran que la técnica presentada
es marcadamente especifica frente a
diferentes tipos de compuestos
nitrogenados. Adicionalmente,
ninguno de los compuestos
mencionados mostrd interferencia
alguna al ser adicionados para una
concentracion final de 10 mM a los
estdndares de nitrato y a muestras de
plasma.

Tabla 3. Valores de absorbancia obtenidos para
compuestos nitrogenados diferentes a NO3 (410 nm)

Compuesto Absorbancia
Hidréxido de amonio SmM 0.006
Hidréxido de amonio 10mM 0.006
Anilina 5 mM 0.001
Anilina 10 mM 0.002
Asparagina 5 mM 0.003
Asparagina 10mM 0.003
Urea S mM 0.001
Urea 10 nM 0.006

6-Indice de recuperacién:

Para evaluar el 1indice de
recuperacién, se adicionaron
cantidades

Abs
10T

084

06

044

oz4 1 096

conocidas de
nitrato de sodio
al plasma (con
una concen-
tracion base de
28 ppm de
NO3), para
obtener  adi-
ciones de 160,
180, 380 y 450
ppm. Las
— concentraciones

0 ———4 +
5¢ 100 150 300
1086 2173 3260 6521

600 NOy ppm
: observadas y los

Figura 5. Lecturas de absorbancia a 410 nm obtenidas para estdndares de
nitrito de sodio disuelto en solucion salina fisioldgica (*). (Carl Zeiss Spekol
10; 8 nm ancho de banda). (*)Promedio de cinco determinaciones seriadas

5-Especificidad:

Con el fin de determinar la
especificidad de la técnica se
procesaron, de manera analoga a los
estandares de nitrato, soluciones

13 043 NO, mmol/

respectivos
coeficientes de
recuperacion se
presentan en la
Tabla 4, para un
promedio de 97.11%.

7-Precisién :
En la Figura 6 se presenta el perfil
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Tabla 4. Valores del coeficiente de recuperacion para diversas cantidades de NO3 adicionadas al plasma.

Cantidad adicionada

Concentracién encontrada

Coeficiente de recuperacion

ppm ppm

0 28.0 n.d.

60 87.2 98.66%

180 189.9 89.94%

380 404.3 99.02%

450 481.7 100.82%
X= 97.11%

de precisién obtenido luego de 50 concentraciones mayores la

determinaciones seriadas de
estdndares de nitrato con
concentraciones de 50, 300 y 600
ppm, obteniéndose un CV que varia
desde 6.2% para concentraciones
bajas de NO3, hasta 1.4% para
concentraciones altas (600 ppm),
aprecidndose un perfil andlogo al de
la mayoria de las técnicas analiticas.

EERY

600 MOz ppm
9 467 HO4 mmoll+

50 100 150 300
0go6 1612 2419 2838

Figura 6. Perfil de precision de la técnica para
la determinacion de nitratos por medio de la
nitracion del dcido salicilico (*).

(*)Obtenido a partir de 50 deter

minaciones en cada rango de concentracion

8-Comparacion con otras técnicas
fotométricas :

Debido a la poca reproducibilidad
obtenida con las técnicas
colorimétricas basadas en la
reduccién de NO3 a NO2, se realizé
una comparacién con la
determinacién UV directa (33). Para
tal fin se analizaron estdndares de
NO3 en el rango de concentracién de
50 a 600 ppm a 210 nm, obteniéndose
el espectro que aparece en la Figura
7. Para concentraciones en el rango
100-300 ppm los resultados de las
dos técnicas fueron equivalentes
(r=0.93); sin embargo, a

linearidad de la determinacién UV
disminuye, en parte por Abs>2,
obteniéndose una correlacién pobre.

DISCUSION Y CONLUSIONES:
La utilizacién de plasma en lugar de
suero en el método aqui presentado
se debe a la posible oxidacién por los
eritrocitos del nitrito presente,
durante el tiempo que dura la
coagulaciéon y la retraccién del
codgulo. En este orden de ideas se
aconseja la pronta separacién del
plasma por centrifugacién. Si bien
anticoagulantes como el citrato de
sodio y la heparina nos permitieron
obtener buenos resultados, la
escogencia final de EDTA se basé en
su uso rutinario en el laboratorio,
gran estabilidad y bajo costo.

Las técnicas que se desarrollaron
inicialmente para la determinacién
de nitratos y nitritos lo fueron para
andlisis de aguas o de extractos
acuosos de material vegetal. El
manejo de muestras con alto
contenido de proteinas implica una
deproteinizacién previa, debido,
entre otros, al hecho de la formacién
de precipitados y turbidez a partir de
las proteinas por el medio
fuertemente 4cido utilizado, lo cual
impide las lecturas fotométricas. El
dcido tricloroacético (TCA) como
agente deproteinizante fué
descartado porque lleva a pérdidas de
nitrato, probablemente por nitracién
de las proteinas plasmaticas por su
pH é4cido. La precipitacién etandlica’
es poco confiable y con frecuencia
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lleva a la gelificacion de la muestra.
La escogencia final del cloruro
mercurico se debid a la rapidez del
proceso, a la obtencién de un
sobrenadante libre de turbidez y a la
conservacion del nitrato, tal como se
demuestra por el adecuado indice de
recuperacion obtenido utilizando
este compuesto como despro-
teinizante (Tabla 4). En este sentido,
el pH alcalino aportado por el
carbonato de sodio hace poco
probable la nitracién de las proteinas
plasmaticas.

Tanto la sensibilidad como la
linedaridad de la técnica presentada
(0.1 mmol/l y 0.33-9.4 mmol/l) son
superiores a las informadas para el
método colorimétrico directo basado
en la reaccién con el 4cido
fenoldisulfénico (1 y 1-5 mmol/l,
respectivamente)(27).

Otras técnicas colorimétricas
(28,30,32) se basan en la estimacion
de la concentracién de nitrato luego
de reducirlo a nitrito, determinando
este dltimo por su reaccién con
NEDA; la reaccién de reduccidn se
cataliza por la adicién de polvo de
zinc o de cobre, o bien, haciendo
circular la muestra por una columna
de vidrio empacada con escamas de
cadmio. Estas técnicas son
dispendiosas, poco reproducibles
(por cambios en la eficiencia del
catalizador), demoradas y muy poco
lineales debido al hecho que la
conversién de nitrato a nitrito no es
necesariamente estequiométrica. Se
han hecho intentos para estandarizar
las columnas de reduccién de cadmio
(45), pero a pesar de esto, las
determinaciones no son muy
reproducibles y, por experiencia
personal con estas se puede afirmar
que la regeneracién de la columna
entre muestra y muestra es poco
confiable; adicionalmente, su
sensibilidad no supera los 0.5 mmol/
1 de NO3. A pesar de lo anterior, la
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Figura 7: Espectro de absorcion del nitrato de
sodio disuelto en solucion salina fisiolégica.
(hp diode array; 2 nm ancho de banda)

técnica de reduccién en columna de
cadmio ha sido utilizada recien-
temente en investigaciones sobre el
6xido nitrico (18,19,21). La
reduccién de nitrato a nitrito con fines
analiticos se ha realizado también por
paso de la muestra durante 3 minutos
por un serpentin de calentamiento,
previa adicién de sulfato de hidrazina
y sulfato de cobre (5).

En todas estas técnicas con
reduccién previa se obtiene un dato
que es la sumatoria del nitrito
producido por reduccién del
nitrato méas el nitrito presente
previamente en la muestra; por lo
tanto, el valor del nitrato
“verdadero” se obtiene restando el
valor obtenido en una alicuota
sometida a reduccién menos el
nitrito determinado en otra alicuota
de la muestra no sometida a dicho
proceso. Este tipo de técnicas
presenta un CV entre 0.91 y 6.83%
y un coeficiente de recuperacion
entre 86% y 103% vy, presentan de
manera similar a la técnica del
acido difenildisulfénico una fuerte
interferencia por el cloruro. Esto
obliga a una remocidén previa del
cloruro, p.ej. por la adicién de un
exceso de iones de plata.

1. Guzman V.H., Morales G., Ochoa R. :
Intoxicacién en bovinos por nitratos
acumulados en pasto elefante (Pennisetum

68

Con base en lo anterior, la técnica
propuesta fundamentada en la
nitracién del acido salicilico, muestra
ventajas notorias sobre las técnicas
colorimétricas previamente desarro-
iladas: rapidez, sencillez,
sensibilidad, linearidad, escasa
interferencia por el cloruro (lo cual,
al menos en el caso del plasma, puede
obviarse realizando la curva de
calibracién en solucién salina),
buena precisién, especificidad, bajo
costo y, posibilidad de realizarse con
colorimetros sencillos de filtros.

Vale la pena insistir en el hecho que
todas las técnicas colorimétricas
existentes para la determinacién de
nitrato incluyen como error el nitrito
previamente presente, obligando a un
cdlculo por sustraccién. La técnica
presentada permite hacer una
sustraccién adecuada del nitrito
presente, debido al conocimiento del
coeficiente de extincion del
compuesto formado a partir de este
dltimo. Sin embargo, debido al hecho
que el nitrito posee un coeficiente de
extincién de solo 28.5% de aquel del
nitrato y, a que la proporcion de la
concentracién de nitrato a nitrito
esperado en el plasma normal o en
casos de intoxicacién es de 50:1 a
500:1 (46) la no sustraccién de la
absorbancia debida al nitrito llevaria,
en casos de diagnéstico toxicoldgico
aun error por exceso desde una parte
en 175.4 partes hasta de una en
1754.3, lo cual no es muy apreciable.

La determinacién del nitrato por
medio de espectrofotometria
ultravioleta a 210 y 300 nm (33),
posee una alta sensibilidad y una
buena linearidad en concentraciones
bajas, pero requiere de una
instrumentacién mas compleja y
costosa y, ademads, estd sujeta a
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